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AGREGACIÓN PLAQUETARIA ESTIMULADA
POR L-ASPARAGINASA EN LEUCEMIA
LINFOBLÁSTICA AGUDA DE LA INFANCIA
L a leucemia linfoblástica aguda (LLA)es el cáncer más común en la infan-cia; con una frecuencia de 3.3 ca-sos por cada 100,000 niños, cons-
tituye el 30% de todos los cánceres en esta edad.1
La variedad más frecuente es originada en los linfo-
citos B, y comprende el 87% de los casos.1 Con
tratamiento óptimo, la tasa de curación es aproxi-
madamente del 80%.1 La L-asparaginasa es parte
fundamental del tratamiento, e incluye diversas do-
sis en todos los esquemas terapéuticos.3,4 Su uso
intensivo da resultado en mejores tasas de respues-
ta,5,6 aunque puede acompañarse de formación de
anticuerpos anti-asparaginasa7 y reacciones de hi-
persensibilidad que pueden o no implicar el desa-
rrollo de resistencia al efecto de la enzima,8 pero
que sí obligan a cambiar a una asparaginasa de
origen diferente a la de E. Coli, como la obtenida
de Erwinia carotobora.
La administración de L-asparaginasa puede
acompañarse además de eventos tromboembólicos
graves, que se presentan con una incidencia del 2.4
al 11.5%.9 Diversos estudios han documentado una
disminución del fibrinógeno y de las proteínas
anticoagulantes C, S y Antitrombina III (ATIII) en ni-
ños que reciben tratamiento por LLA.10,11 Reciente-
mente se han identificado mutaciones en estas pro-
teínas, así como en la protrombina y el factor V.9
Sin embargo, éstas tienen la prevalencia esperada
en la población, y por sí mismas no explican los
eventos tromboembólicos, por lo que se deduce la
existencia de factores procoagulantes adicionales
relacionados con el tratamiento y factores ambien-
tales.9,11 En esta investigación postulamos la hipó-
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tesis de que la L-asparaginasa posee un efecto
agonista plaquetario que contribuye al estado
hipercoagulable y al riesgo de desencadenar even-
tos trombóticos en el niño con LLA.
Pacientes y métodos
En el estudio se siguieron los principios estableci-
dos en la Declaración de Helsinki,  y se obtuvo el
consentimiento informado de ambos padres. El pro-
tocolo fue aprobado por el Comité de Ética de la
institución. Se estudiaron veinte pacientes menores
de 12 años de edad, con el diagnóstico de LLA de
la infancia de riesgo estándar, sometidos a un pro-
tocolo de inducción de la remisión que incluyó: vin-
cristina, 1.4 mg/ M2/i.v., prednisona, 60 mg/ M2/
día/v.o. y L-asparaginasa, 6000 U/M2 /dos veces
por semana, seis semanas. El grupo control incluyó
a 20 individuos sanos, no fumadores, sin ingestión
de antinflamatorios no esteroideos y con tiempo de
sangrado y cuenta de plaquetas normales.
En los pacientes, los estudios de agregometría
plaquetaria se realizaron durante la fase de induc-
ción de la remisión, cuando se habían recibido al
menos cuatro dosis de L-asparaginasa, y la cuenta
de plaquetas era >100x109/L, utilizando un méto-
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do publicado previamente12 en un agregómetro
automatizado (Chronolog modelo 530VS, Haverton,
PA, USA) con integración del proceso por medio de
interfase y software específicos (Aggrolink, Haverton,
PA, USA). Brevemente, se obtuvieron 20 mL de san-
gre venosa, descartando los primeros 5 mL, sin la
aplicación de torniquete, o utilizando éste con una
compresión ligera, en tubos de plástico conteniendo
citrato de sodio al 3.8%, en una relación 1:9 v/v. La
muestra se obtuvo dentro de las 24 horas posterio-
res a la administración de la cuarta dosis de L-as-
paraginasa, cuya vida media es de 26 horas.13 Las
plaquetas se obtuvieron preparando un plasma rico
en plaquetas a 135g por 15 minutos a temperatura
ambiente. Durante una segunda centrifugación, a
1500g por 15 minutos, se obtuvo el plasma pobre
en plaquetas para emplearlo en la dilución y ajuste
de la muestra a una cuenta de 250,000 plaquetas
por 109/L, y para establecer la lectura basal de agre-
gación en 0%. Se estudiaron las respuestas a 37°C
a 1000 rpm a los siguientes agonistas:12  ristocetina,
1.5 mg/mL, adenosín difosfato (ADP) 10 mM,
epinefrina 10 mM y colágeno 2.5  mg/mL. Dilucio-
nes salinas de L-asparaginasa  (Leunase, Kyowa
Hakko Kogyo Co. Ltd, Tokio, Japón) a concentra-
ciones de 2500, 5000 y 10000 unidades mL en
solución fisiológica al 0.9%, con un pH de 7.3, fue-
ron empleadas como agonistas en ensayos inde-
pendientes. Se agregó cada agonista en un volu-
men de 50 µL a una cubeta  con 450 µL de la mues-
tra y se procedió al ensayo, cada ensayo incluyó un
control de voluntarios normales. El resultado, ex-
presado como porcentaje de agregación, se anali-
zó en la gráfica correspondiente. Se procedió a com-
parar las diferentes curvas generadas.  La actividad
funcional de la ATIII (StachromAT III, Diagnostica
Stago, Asnieres-Sur –Seine, France de la proteína
C-, Stachrom Protein C, Diagnostica Stago, Asnieres-
Sur –Seine, France-), fue determinada por medio
de un ensayo colorimétrico modificado.14 La activi-
dad de la proteína S (Liatest Protein S, Diagnostica
Stago, Asnieres-Sur –Seine, France-) se midió em-
pleando un inmunoensayo mediado por
microparticulas de látex.15
Resultados
Las características clínicas e iniciales de laboratorio
de los niños con LLA se muestran en la tabla I. El
resultado del ensayo con agonistas estandarizados
se puede observar en las figuras 1 a 4. La agrego-
metría demostró un claro efecto proagregante de
la L-asparaginasa, tanto en plaquetas de pacientes
con LLA en fase de inducción (figuras 5 a 7), como
en las  de voluntarios normales. El porcentaje de
agregación con las diluciones de la L-asparaginasa
varió de 28% con una concentración de 2500 UI
(figura 5), 70% con una concentración de 5000 UI
(figura 6); y 105%, cuando se empleó la concentra-
ción de 10000 UI (figura 7), presentándose como
una potente onda de agregación primaria en me-
nos de un minuto del ensayo. El porcentaje de
desagregación fue menor al 5% a los siete minutos
de registro. Se apreció una correlación entre la con-
centración de la L-asparaginasa y el porcentaje de
agregación plaquetaria en ambos grupos. No se
detectaron diferencias en la agregometría entre las
plaquetas de individuos sanos y de pacientes con
LLA, ni  con agonistas usuales ni con las diferentes
concentraciones de L-asparaginasa.
La concentración de proteínas anticoagulantes
se reporta como la media ± la desviación estándar
y el rango de los porcentajes de actividad corres-
pondientes. Los valores para la proteína C fueron
99.84±27.48 (rango:45-157), para la proteína S,
92.63±16.75 (rango:76-126) y para la AT III,
100.31±25.40 (rango:46-133).
Uno de los pacientes, una niña de 4 años de
edad, desarrolló trombosis en el hemisferio cere-
bral derecho, documentada por tomografía axial
computarizada, después de la administración de la
tercera dosis de L-asparaginasa, cuando su cuenta
plaquetaria era de solamente 20x109/L. Su patrón
de respuesta en la agregometría resultó similar a la
de los otros pacientes, con respuesta de agrega-
ción in vitro al estímulo de la L-asparaginasa. A un
año del evento la paciente se encuentra en rehabi-
litación con hemiparesia densa persistente.
Discusión
La disminución de las proteínas anticoagulantes C,
S y ATIII ha sido reconocida como una de las cau-
sas principales del estado hipercoagulable en ni-
ños con LLA.9 Dicho estado puede conducir a even-
tos trombóticos graves, y se cree que es el resultado
de la quimioterapia administrada10 y factores toda-
vía no identificados.9 La L-asparaginasa en dosis
elevadas forma parte integral del tratamiento exito-
so de la LLA de la infancia, y ha sido relacionada
con el estado hipercoagulable durante la fase de
inducción de la remisión16 y con el desarrollo de
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anticuerpos específicos y reacciones de hipersensi-
bilidad,17 que obligan a utilizar una asparaginasa
de origen diferente al de E coli,8 y un protocolo de
desensibilización.18 En este estudio las proteínas C,
S y ATIII estuvieron dentro del rango normal, proba-
blemente debido a que la toma de la muestra fue
extemporánea a los efectos inducidos por la enzi-
ma.
La L-asparaginasa ha sido estudiada con rela-
ción al desarrollo del estado hipercoagulable de la
LLA en asociación con la disminución de las proteí-
nas C, S y ATIII. Sin embargo, la L-asparaginasa no
ha sido, hasta donde sabemos, estudiada o involu-
crada en la activación de la fase plaquetaria de la
coagulación, ni empleada como agonista en estu-
dios de los efectos proagregantes de otros agentes.
En este estudio se demostró claramente que la
L-asparaginasa puede actuar como un potente
agonista plaquetario in vitro, en forma proporcio-
nal a su concentración, lo mismo en plaquetas de
niños con LLA que en las de individuos sanos, libres
de patología plaquetaria. Aunque este efecto
proagregante no ha sido documentado in vivo, su
administración podría ser uno de los factores
protrombóticos relacionados al tratamiento no iden-
tificados, y cuya existencia se sugirió en estudios
previos.9  En conjunto con la disminución de las pro-
teínas anticoagulantes naturales, un efecto
proagregante de la enzima podría contribuir al es-
tado hipercoagulable observado  en la fase inicial
del tratamiento  de la LLA.10
Recientemente se ha reportado que el alcaloide
de la vinca, vincristina, utilizado en conjunto con la
L-asparaginasa en la fase de inducción de la remi-
sión de la LLA, es capaz de inducir apoptosis in vivo
de células mononucleares malignas, con un índice
apoptótico de hasta un 40%.19  La apoptosis parti-
cipa en un numeroso grupo de fenómenos biológi-
cos, entre ellos, de manera notable, la trombogé-
nesis, probablemente a través de la activación del
factor tisular,20 se sabe que la interacción de las
plaquetas con las células mononucleares en otras
enfermedades, como el lupus eritematoso sistémico,
acelera la producción del factor tisular por los
monocitos activados,21  algo similar podría suceder
por medio de la interacción entre plaquetas y linfo-
blastos apoptóticos. La formación de estos comple-
jos heterotípicos circulantes, que  pudieran contri-
buir al estado hipercoagulable, ha sido documen-
tada entre plaquetas y neutrófilos,22 y entre plaque-
tas y células mononucleares,23 por lo que cabe la
posibilidad de su formación entre plaquetas y linfo-
blastos leucémicos.
Es posible que un estado de agregación plaque-
taria aumentada debido a la administración de L-
asparaginasa, como se documentó in vitro en este
estudio, en combinación con la disminución en la
síntesis de las proteínas anticoagulantes naturales
C, S y ATIII, aunada a los fenómenos apoptóticos
procoagulantes secundarios a la utilización de vin-
cristina, ayude a explicar de manera más completa
el desencadenamiento de fenómenos trombóticos
en la fase de inducción de la remisión de la  LLA de
la infancia. Una agregometría plaquetaria ha sido
previamente sugerida en pacientes con desórdenes
mieloproliferativos y eventos trombóticos24 y pudie-
ra estar indicada,  utilizando diluciones de la L-as-
paraginasa como agonista adicional,  para identifi-
car el subgrupo de niños en riesgo de sufrir eventos
trombóticos, con el fin de evaluar la administración
de anticoagulantes de manera profiláctica, como
se ha propuesto para el uso de la heparina de bajo
peso molecular en aquellos pacientes en los que se
Fig. 1. Agregometría plaquetaria mostrando 105% de agre-
gación. Respuesta observada al estímulo agonista de la
ristocetina en plaquetas de individuos sin patología
plaquetaria y en pacientes con LLA de la infancia, a una
concentración de 1.5 mg/mL.
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Fig. 2. Agregometría plaquetaria mostrando un 110% de
agregación. Respuesta típica al estímulo agonista del ADP
10µM en plaquetas de individuos sin trombocitopatía y en
niños con LLA de la infancia.
Fig. 3. Agregometría plaquetaria mostrando un 93% de agre-
gación. Respuesta observada al estímulo agonista de la
epinefrina 10µM en plaquetas de individuos sin patología
plaquetaria y en pacientes con LLA de la infancia.
Fig. 4. Agregometría plaquetaria mostrando un 110% de
agregación. Respuesta observada al estímulo agonista del
colágeno, 2.5µg/mL, en plaquetas de individuos sin
trombocitopatía y en pacientes con LLA de la infancia.
Fig. 5. Agregometría plaquetaria mostrando un 28% de agre-
gación en respuesta al estímulo agonista de la L-asparagi-
nasa a una concentración de 2500 UI/500µL en plaquetas
de niños con LLA de la infancia y en voluntarios sanos.
CIENCIA UANL / VOL. VII, No. 2, ABRIL-JUNIO 2004200
AGREGACIÓN PLAQUETARIA ESTIMULADA POR L-ASPARAGINASA EN LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE LA INFANCIA
Fig. 6. Agregeometría plaquetaria mostrando un 70% de
agregación en respuesta al estímulo agonista de la L-aspa-
raginasa a una concentración de 5000 UI/500µL en pla-
quetas de niños con LLA de la infancia y en voluntarios sa-
nos.
Fig. 7. Agregeometría plaquetaria mostrando un 105% de
agregación en respuesta al estímulo agonista de la L-aspa-
raginasa a una concentración de 10000 UI/500µL en pla-
quetas de niños con LLA de la infancia y en voluntarios sa-
nos.
Tabla I. Características clínicas y de laboratorio de los niños con leucemia linfoblástica aguda.
1 M 4 4.8 13600 80000 B 2.8 6.3 400.2
2 F 5 5.4 89400 20700 B 2.7 6 1209
3 M 13 8.9 7806 114000 B 3.5 7.2 471.5
4 M 6 5.8 2720 51100 B 3.8 6.7 900.8
5 M 8 5.9 51300 7000 B 3.3 6.5 799.4
6 F 7 6.2 105000 31300 B 2.7 6.7 845
7 M 13 5 27600 176000 B 3.9 7.5 702
8 M 4 5.6 3700 24000 B 3.9 6.1 775
9 F 2 8.5 8540 31300 B 3.7 6.4 1012
10 F 2 6.6 10900 259000 B 2.4 5.9 945
11 M 13 7.5 948 83500 B 3.5 7.9 502
12 F 13 8.9 36400 1190 B 4.8 6.9 1163
13 M 3 3.4 23200 11000 B 3.7 6.4 1049
14 F 6 6.5 48100 13900 B 3.7 6.5 1116
15 F 2 6.4 3610 16000 B 4.8 6 1163
16 M 11 6.3 170,000 83,600 B 2.8 5.6 978
17 F 1 7.29 38,200 218,000 B 2.9 5.5 568
18 F 9 5.5 47,400 16,900 B 3.8 7 1034
19 M 2 4.5 117,000 13,600 B 3.9 6.9 762
20 F 5 10.9 1,040 54,400 B 3.5 4.8 79
Media 6.37 6.26 39,435 65,482 B 3.38 6.18 833
Des. Est. 4.04  1.98 43,178 70,132 B              0.86  1.39 256
No. Sexo Edad Hb*         Leucocitos  Plaquetas   Fenotipo        Alb¶   PT†            Ig G‡.
* Hemoglobina, g/L, ¶Albúmina, g/L, †Proteínas totales, g/L, ‡Inmunoglobulina G, mg/L
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identifica una disminución significativa de proteínas
anticoagulantes C, S y ATIII.9
Resumen
Antecedentes. La L-asparaginasa forma parte del
tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda (LLA),
pudiendo acompañarse de complicaciones
trombóticas. Investigamos si la L-asparaginasa po-
see un efecto agregante plaquetario que contribu-
ya al estado protrombótico.
Pacientes y métodos. Se estudiaron veinte niños con
LLA tratados con L-asparaginasa, 6000 U/M2/dos ve-
ces por semana/seis semanas. El control consistió de
20 individuos sanos. Se efectuó agregometría
plaquetaria después de la cuarta dosis de L-asparagi-
nasa con ADP, adrenalina, colágeno y ristocetina.
Diluciones de L-asparaginasa de  2500, 5000 y
10000 unidades fueron ensayadas como agonistas.
Resultados
Se demostró un efecto proagregante de la L-aspa-
raginasa en plaquetas de pacientes con LLA y en las
de voluntarios normales.
Conclusiones: La L-asparaginasa es un agonista
plaquetario in vitro. Este efecto podría ser uno de los
factores protrombóticos no identificados previamente.
Palabras clave: Trombosis, L-asparaginasa, Agre-
gometría plaquetaria, Leucemia linfoblástica agu-
da.
Abstract
L-asparaginase is part of the treatment for acute lym-
phoblastic leukemia (ALL), however, it can cause
thromboembolic events. We tested for a direct plate-
let agonist effect of L-asparaginase.. Patients and
methods. Twenty ALL children were treated twice a
week with L-asparaginase, 6000 UI/ M2/IM/ 6
weeks. The control group was made up of twenty
healthy donors. Platelet aggregometry  was per-
formed within 24 hours after the fourth L-asparagi-
nase dose. Agonists included ADP, adrenaline, col-
lagen  and ristocetin. L-asparaginase at 2500, 5000
and 10000 units were tested as agonist. Results.
Platelet aggregometry demonstrated a clear agonist
effect of L-asparaginase in both, ALL patients and
normal volunteers.  Conclusion. L-asparaginase acts
as a potent platelet agonist in vitro. This effect could
be one of the unidentified  prothrombotic factors pre-
viously suggested.
Keywords: Thrombosis, L-asparaginase, Platelet
aggregometrey, Acute lymphoblastic leukemia.
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